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1. UVOD

1.1. Osnovne informacije o péelama

Pcele pripadaju skupini kukaca (Insecta), najbrojnijem koljenu, c¢lankonoScima
(Arthropoda) u redu opnokrilaca (Hymenoptera) podreda (Apocrita), grupi zalCara (Aculeata),
porodici pcela (Apideae) 1 potporodici (Apinae). Tijelo pcele sastoji se od tri osnovna dijela:
glave, prsa i zadka. Posjeduju dva para krila (prednja krila i straznja krila) pomocu kojih lete,
te tri para nogu koje im sluze za hodanje. Nastanjuju se na livadama, paSnjacima, voénjacima,
vinogradima, oranicama i Sumama. Mogu nastanjivati teze i siromasnije terene i podrucja kao
Sto su stijene. Dijeluju kao opraSivaci biljaka. Pelud uz nekatar prenose u kosSnicu gdje im
sluze kao izvor hrane. Pcele Zive u zajednicama u kojima glavnu jedinku predstavlja matica,
ujedno i jedina reproduktivno sposobna jedinka Zenskog spola. Zivotni vijek matice je tri do
Cetiri godine. U pcelinjoj zajednici najbrojnije jedinke su radilice. Radilice su zenske jedinke
Ciji je zadatak odrzavanje zajednice, donosenje hrane i hranjenje legla te obrana zajednice.
Zivotni vijek radilica iznosi od nekoliko tjedana do 6 do 8 mjeseci. Trutovi su muske jedinke

koje zive takoder 6 do 8 mjeseci. Njihova je osnovna zadaca oplodivanje matice. Nakon

parenja sa maticom trutovi ugibaju. (Tucak i sur., 1999.)
Nomenklatura:

Carstvo: Animalia

Koljeno: Arthropoda

Razred: Insecta

Red: Hymenoptera

Podred: Apocrita

Nadporodica: Apoidea

Porodica: Apidae

Potporodica: Apinae

(izvor: http://hr.wikipedia.org/wiki/P%C4%8Dele )




ZIVOTNI CIKLUS PCELE

JAJE LICINKA KUKULJICA ODRASLI STADIJ

Slika 1: Zivotni ciklus p&ele

(izvor: http://blog.dnevnik.hr/apikultura/2013/02/1631508163/zivotni-ciklus-pcele-

medarice.html )

Danas se za uzgoj pcela i dobivanje pcelinjih proizvoda najvise koristi Europsko- africka
medonosna pcela (Apis mellifera), koja se jo§ naziva i domaca pcela. Sam rod Apis ima Cetiri

vrste, a to su:

e Apis dorsata - Velika indijska pcela
e Apis florea - Mala indijska pcela
e Apis indica - Indijska pcela

e Apis mellifera - Europsko- africka medonosna pcela

Medonosna pcela (4Apis Mellifera) se nadalje dijeli na Cetiri rase:

o Apis mellifera mellifera - Sjeverno- europska pcela
o Apis mellifera casvcasica - Kavkavska siva pcela
o Apis mellifera ligustica - Talijanska pcela

o Apis mellifera carnica - Kranjska pcela ili Siva medonosna pcela



Worker Drone Queen

1em |

2em

Slika 2: Clanovi p&elinjeg drustva (radilica, trut i matica)

(izvor: http://barnsleybeekeepers.org.uk/bee_sexes.html)

Na nasim prostorima se uzgaja Kranjska pcela (Apis mellifera carnica, Pollmann, 1879.),
podrijetlom iz Slovenije. Rasprostranjena je na podrucju: Slovenije, Austrije, Hrvatske,
Madarske, Bosne i1 Hercegovine, Srbije, t¢ Rumunjske 1 Bugarske. Cijenjena je medu
pcelarima jer je otpornija na odredene bolesti i nametnike, te daje visok prinos meda i nije
previSe agresivna. Zajednice ovih pcela brzo se razvijaju u proljece, a takoder i dobro

prezimljavaju.

Slika 3: Apis mellifera carnica, matica i radilice

(izvor: http://apis-mellifera-carnica.eu/gallery/index.php/Authentic-Apis-mellifera-carnica




1.2. Anatomija pcela i spolni organi matice

Anatomsku gradu kod pcela ¢ine dva osnovna sustava. To su vanjski i unutrasnji sustav.
Vanjski sustav ¢ine kozni sustav i ekstremiteti (tri para nogu i dva para krila), dok se
unutras$nji sustav sastoji od sedam sustava organa, a to su diSni sustav, krvozilni sustav,
zivéani sustav, spolni sustav, probavni sustav, zljezdani i osjetilni sustav. Svaki sustav

odgovoran je za odredene funkcije organizma.

Spolni ili reproduktivni sustav matice ¢ine spolni organi koji su smjesSteni kod svih pcela
u zatku. Pcele su specifi¢ne po tome $to sve zenske jedinke drustva (matice i radilice) nemaju

reproduktivnu sposobnost niti imaju sve iste spolne organe. Spolni organi kod matice su:

a) jajnici - ovaria

b) jajovod - oviduct

¢) neparni jajovod - vagina

d) spermateka - receptaculum seminis

e) dodatne zljezde - glandulae apendiculares

f) odvodni kanal - ductus seminalis,

dok su spolni organi kod pcela radilica:

a) jajnici - ovaria
b) jajovod - oviduct
¢) neparni jajovod - vagina

d) odvodni kanal - ductus seminalis



Iz prilozenog vidimo da pcele radilice u odnosu na maticu koja je reproduktivno
sposobna, nemaju spermateku i dodatne Zzlijezde (dvije male zlijezde na vanjskoj stjenci
spermateke koje sluze za ishranu spermija unutar spermateke) (Tucak i sur., 1999). Kod pcela
radilica vaginalno predvorje je slabije razvijeno u toku evolucije, te ne moze radi toga izvrsiti
kopulaciju sa trutom. Odvodni kanal postoji i kod matice i kod pcela radilica, no kod pcela
radilica on takoder nije potpuno razvijen te ima samo fizicke naznake. Jajnici su parni organi
reproduktivnog sustava koji sluze za proizvodnju jajnih stanica. Oni su kruskolikog oblika i u
njima se nalaze jajne cjevcice, njih 120 do 200. U pocetnom dijelu jajnih cjevcica stvaraju se
jajne zametne stanice iz kojih se razvija jaje. Jajovod je odvodni kanal za jajne stanice, koji
spaja jajnike sa neparnim jajovodom ili vaginom. Odvodni kanal ili ductus seminis spaja

spermateku i vaginu (Camagro i Mello, 1970).

Spermateka je organ spolnog sustava, ovalnog oblika, smjeSten u dorzalnom ili gornjem
dijelu zatka. UnutraSnji promjer spermateke iznosi oko 1 mm (Tucak i sur., 1999.). Stjenka je
s vanjske strane omedena duSi¢nom ovojnicom koja omogucava spermijima koji se nalaze
unutar spermateke normalne uvijete za zivot. UnutrasSnjost spermateke gradena je od
jednoslojnog epitela, koji je u fazi kukuljice cilindri¢an, dok je kasnije kod parenih i ne
parenih matica kubi¢an. Zadac¢a ovog organa je zaprimanje i ¢uvanje spermija dobivenih od

truta pri parenju (Camargo i Mello, 1970.).

Slika 4: Spermateka matice

(izvor: https://www.pinterest.com/strawsinthewind/honey-bee-anatomy/ )




1.3. Uvod u istrazivanu temu

Cijela poljoprivreda i sve njene grane danas imaju za cilj stjecanje profita radi odrzivosti
proizvodnje te radi same novC€ane dobiti koja ¢e omoguciti odredene pogodnosti u Zivotu
osobe koja se bavi poljoprivredom. U pogledu proizvodnje animalnih proizvoda, bitno je
odrzati prinose konstantnima ili ih ovisno o uzgojnim ciljevima povecavati. Radni vijek
zivotinja u proizvodnji je ogranicen, te je pri izlasku Zivotinja iz proizvodnje, za odrZivu
proizvodnju potrebno imati mlade zivotinje koje ¢e ih nasljediti u proizvodnom ciklusu. To se
postize putem rasploda Zivotinja i takav se oblik zamjene naziva: ,, Remont®. Postoje mnogi
genetski i okoli$ni ¢imbenici koji utjeCu na rasplod Zzivotinja. Starost jedinke u rasplodu
svakako je vazan ¢imbenik koji moze pozitivno ili negativno djelovati na dobivanje novih

jedniki 1 tako utjecati na samu odrzivost 1 daljnju kvalitetu proizvodnje.

Kod uzgoja pcela bitna je jacina zajednice. Jaca zajednica bolje ¢e prezimiti, biti ¢e
otpornija na bolesti 1 nametnike te ¢e davati veci prinos proizvoda na koji cilja proizvodnja.
Matica je klju¢na jedinka koja utjeCe na snagu zajednice. Starost same matice utjece na njenu
sposobnost da predvodi zajednicu i daje S$to jae i brojnije leglo kako bi se zajednica
odrzavala. U distalnom kraju zatka matice smjeStena je spermateka, organ unutar kojeg se
nalaze spermiji trutova. Broj spermija u spermateci matice utjece na brojnost legla, dok starost
same matice utjece na broj spermija u njenoj spermateci. Ovo istraZivanje proucava utjecaj
starosti matice na broj spermija u spermateci i daje uvid u korelaciju izmedu svih mjerenih
parametara. Mjereni parametri su: starost matice, tezina matice, promjer spermateke i broj
spermija u spermateci. Vrsena je disekcija 210 matica, a izolirana je 141 spermateka, na ¢ijim

je parametrima bazirano ovo istrazivanje.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Anatomija spolnog sustava

Poznavanje anatomije pcela, posebno reproduktivnog sustava, je polazna toc¢ka za ovo
istrazivanje. Anatomija opisuje strukturne dijelove organizma, organe, koji Zivotinji sluze za
odrzavanje njenog postojanja, te opisuje njihovu povezanost, povezanost organa u cjelinu,
organizam. Tucak 1 suradnici (1999.) u udzbeniku: Péelarstvo, opisuju anatomiju pcele. U

anatomskoj gradi pcela postoje dva osnovna sustava: vanjski i unutra$nji sustav.

Vanjski sustav obuhvaca kozni sustav i ekstremitete. Vanjska povSina tijela pcele je
pokrivena koznim skeletom ili egzoskeletom koji ima ulogu obrane unutrasnjih organa i
regulacije tjelesne temperature, te sluzi kao hvatiSte misSi¢a 1 pojedinih organa. Egzoskelet je
koluti¢ave ili segmetalne grade, a sastoji se od: vanjskog sloja ili kutikule, srednjeg sloja ili
hipoderma i unutarnjeg sloja ili bazalne membrane. Ekstremiteti pcela su noge i krila. Pcele
imaju tri para nogu koje luze za hodanje i slijetanje, CiS¢enje ticala i skupljanje cvjetnog
praha. Noge se pruzaju od prvog, drugog 1 treceg kolutica prsa, a gradene su od: kuka ili coxa,
obrtacCa bedra ili trochantera, bedra ili femura, goljenice ili tibie i tarsusa ili stopala. P¢ela ima
dva para plosnatih i tankih krila, koja proizlaze iz mesotoraxa i metatoraxa i osnazena su
tubularnim ojacanjima. Prednja krila su pravilnog trokutastog oblika, te su veca i snaznija od
straznjih krila koja su nepravilnog trokutastog oblika. Krila truta su duljine oko 11.5 mm,
matice 9,5 mm, te radilice oko 9,2 mm. Unutrasnji sustav tijela kod pcela obuhvaca: disni ili
respiratorni sustav, krvozilni ili limfni sustav, zi¢ani ili nervni sustav, spolni ili reproduktivni
sustav, probavni ili digestivni sustav, zljezdani ili sekretorni sustav, te osjetilni sustav (Tucak

1sur., 1999).



Grout 1 suradnici(1992) detaljnije opisuju pojedine sustave kod pcela. Reproduktivni ili
spolni sustav kod insekata ukljucuje vanjske ili eksterne 1 unutarnje ili interne organe. Kod
pcela jedino trutovi imaju vanjski organ, penis koji izlazi iz zatka prilikom samog Cina
parenja. Ostali spolni organi kod svih ¢lanova pcelinjeg druStva su unutarnji. Spolni organi
trutova uz samu kopulacijsku cijev ili penis su: muda ili testisi, parni organi graholikog oblika
u kojima se stvaraju muske spolne stanice, spermiji, zatim sjemenovod, vas deferens,
zajednicki kanali koji prolaze iz testisa, spolne, sluzave Zlijezde, glandule mucose, koje
prihvacaju zavrsni dio sjemenovoda, te neparni sjemenovod ili ductus ejaculatorius, koji izlazi
iz glandula mucosa. Spolni organi pcela radilica nisu u punoj reproduktivnoj funkciji za
razliku od spolnih organa kod matice. Spolni organi pcela radilica su: jajnici ili ovarii,
jajovod ili oviduct koji je zakrzljao u toku evolucije, zatim odvodni kanali ili ductus

seminalis, koji je zadrZao u evoluciji samo svoje fizicke naznake, te neparni jajovod ili vagina

koja je slabo razvijena te se u vaginalno predvorje ne moze izvrsiti kopulacija sa trutom.

Anatomija medonosne pcele

Slika 5: Anatomija medonosne pcele

(izvor: http://draca.hr/pcele-2/anatomija-pcele/ )




U spolne organe matice ubrajamo: jajnike ili ovarie, jajovod ili oviduct, neparni
jajovod, vaginu, spermateku ili receptaculum seminis, dodatne Zlijezde, glandule
apendiculares i odvodni kanal, ductus seminalis. Jajnici kod matica proizvode jajne stanice.
Sami po sebi oni su parni organi kruskolikog oblika. Na jajnike se nadovezuju ovariole ili
jajne cijevcice koje se spajaju u dva lateralna jajovoda, koji se udruzuju u jedan zajednicki
jajovod ili oviduct. Jajovod se nastavlja u Siroki terminalni prostor, neparni jajovod ili vaginu
koja se otvara na bazi zZalca uz stijenku tijela. Matica i pcela radilica, obje su Zenske jedinke
pcelinjeg drustva. Matica je za razliku od pcele radilice reproduktivno sposobna jedinka.
Pcele radilice nemaju receptaculum seminis ili spermateku, te glandule apendiculares ili
dodatne Zlijezde. Spermateka ili receptaculum seminis je okrugli Zenski spolni organ koji
sluzi za primanje i skladiStenje spermija. Nalazi se dorzalno od vagine te je spojena sa njom
pomocu kratkog kanala. Distalno od kanala spremateke nalazi se par tubularnih spolnih
zljezdi, glandula apendiculares, €iji sekret sluzi kao hrana spermijima u spermateci (Grout i

sur., 1992.).

dodatne Zlijezde

spermateka

rektum

neparni jajovod

Slika 6: Spolni sustav matice

(izvor: http://www.glogster.com/whmshub/honey-bee-anatomy-by-anthony3/g-
6jubs21f7v7gcpbauliSlaf)




Sam spolni ¢in, parenje, odvija se u procesu koji nazivamo svadbeni let (engl: nuptial
flight) koji vrse pcele 1 mravi. Mlade matice odlaze za lijepog vremena na mjesta na kojima se
skupljaju trutovi (Drone congregation areas) te se pare s trutovima. Matica se prilikom
svadbenog leta pari sa ve¢im brojem trutova, te u prosjeku preleti 1 do 2 km kako bi stigla do
“mjesta okupljanja trutova®, a svadbeni let traje u prosjeku 10 do 30 minuta (Delaney 1 sur.,
2013.). Prilikom same kopulacije, penis truta ulazi u neparni jajovod matice, te radi
kontrakcije miSi¢a puca i ostaje u njemu. Trutovi nakon parenja ugibaju. Spermiji iz penisa
pri kopulaciji prvo ulaze u jajovod matice gdje se jedno vrijeme zadrzavaju. Nakon
izbacivanja penisa iz neparnog jajovoda, matica kontrakcijom miSic¢a potiskuje spermije iz
jajovoda dalje u spermateku, gdje ¢e biti pohranjeni. Woyke (1960) navodi kako tek 5%
spermija se prebacuje iz jajovoda u spermateku, u zajednici, te da taj proces punjenja
spermateke spermijima iz jajovoda traje viSe od 24 sata. Neki su autori istrazivanja na temelju
linija pomlatka procjenjivali da matica ulazi u 5 do 10 koplacija sa trutovima prilikom leta
(Franck 1 sur.,2002.). Kada je jaje u jajniku zrelo, doljnji dio folikula se otvara, folikul puca i
jaje prolazi kroz jajovod u neparni jajovod. Folikul koji je pukao, stisne se i absorbira, a
sljedec¢i folikul zauzima njegovo mjesto i dozrijeva novo jaje. Dolazak jaja iz jajovoda u
neparni jajovod predstavlja zadnju fazu ovog ciklusa. Ovdje se dogada dioba jezgre jaja, gdje
jedna jezgra postaje zavrSna, krajnja jezga dok se druga absorbira. U jezgri se nalaze
kromosimi, to¢nije njih 32 kod Zenskih jedinki pc¢ela i 16 kod muskih jedinki (Grout i sur.,
1992.).

>
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Slika 7: Svadbeni let

(izvor: http://islamdenouncesterrorism.com/en/Books/4193/the-miracle-of-the-

honeybee/chapter/5024 )

10



2.2. Istrazivanja utjecaja starosti matice pc¢ela na broj spermija u spermateci

Postoje razli¢iti podatci od razli¢itih autora o broju trutova sa kojima se matica pari
prilikom svadbenog leta. Neuman i suradnici (1999) navode da se matica pari sa do 24 truta u
svadbenom letu, a Kraus 1 suradnici (2005) govore da je broj trutova od 10 do 28. Mortiz i
suradnici (1996) pak navode da taj broj iznosi do 44, a Delaney i suradnici (2011) tvrde da je
taj broj od 6 do 50. Roberts (1944) iznosi da matica moze izvesti do 4 svadbena leta u svome
zivotu. Boch i Jamieson (1960) su dosli do zakljucka kako vece matice daju znacajno vece
leglo od tjelesno manjih matica, dok Nelson 1 Gary (1983) isticu kako zajednice sa ve¢om
maticom daju vece prinose meda. Collins i Pettis (2013) iznose rad o povezanosti veliCine
matice i sadrzaja spermateke te zakljucuju kako teze matice imaju u prosjeku teze spermateke,

sa ve¢im promjerom i ve¢im brojem spermija.

Svi do sad navedeni radovi su uglavnom iz drugih drzava. Na podrucju Hrvatske
takoder su radeni sli¢ni radovi. Drazi¢ i suradnici (2015) donose podatke o 211 spermateka od
232 matice. Promjer spermateke rastao je sa dobi matice, a dob matica nije znacajno utjecala
na broj spermija unutar spermateke. Neki autori su zakljucili suprotno. Al-Lawati i suradnici
(2009) su utvrdili da starije matice imaju manji broj spermija u spermateci, odnosno da broj

spermija pada sa starenjem matice.

2.3. Mjerenje parametara u ovom istrazivanju

Za kvalitetno obavljanje istrazivackog rada potrebno je uzeti dovoljan broj uzoraka. Za
ovaj rad, uzorci su matice i spermateke. Matice je kao i ostale pcele na kojima se rade
istrazivanja potrebno prvo imobilizirati. Human i suradnici (2013) navode kako postoje
mogucnosti kemijske i fizicke imobilizacije. U kemijsku imobilizaciju ubrajamo: koriStenje
ugljikovog dioksida, dietil etera, dusika 1 etil acetata, dok u fizicku imobilizaciju ubrajamo:

hladenje i smrzavanje.

11



Tablica 1: Primjeri metoda za imobilizaciju pcela ovisno o istrazivanju

(izvor: Miscellaneous standad method for Apis mellifera research)

Metoda Opis metode Istrazivani dio tijela i svrha
Toplinska Zamrzivac, - 20°C Razvoj jajnika radilica i
istrazivanje sadrzaja rektuma i
crijeva
Zamrzivac, - 80°C Abdomen radilica za analizu na
infekciju Nosemom
Zamrzivac, - 20°C Analiza tjela pcela radilica na
viruse
Mehanicka Evisceracija i dekapitacija Spermateka, utroba, jajnici,

glava, hemolimfa, razina virusa

u evasceriranom tijelu

Dekapitacija

Medustani¢no kretanje kalija u
fotoreceptorima i glia

stanicama kod trutova

Dekapitacija 1 drobljenje | Izolacija  spermateke  kod
prsnog kosa matica
Drobljenje prnog kosa Sadrzaj prsnog kosa pcela

radilica

Drobljenje prsnog kosa

Hypopharingealna zlijezda i
razvoj jajnika kod pcela

radilica

Mehanicka i kemijska

Drobljenje tjela i zaranjanje u

RNAlater® otopinu

Analiza tijela pcela radilica na

viruse

Kemijska i toplinska

Polaganje na suhi led

Analiza kemijskih rezidua u

tijelu pcele radilice

Polaganje na suhi led

Kvanintitativna analiza
mikroCestica  polystirena u

utrobi péela radilica

Uranjanje u tekuéi dusik

Genetska analiza odraslih pcela

Kemijska

Uranjanje u 95% etanol

Genetska analiza trutova

Izlaganje kalijevom cijanidu

Zapremnina utrobe kod pcela

radilica
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Weiser (1973.) navodi kako niske temperature mogu trenutno imobilizirati odraslu
pcelu tako §to smanjuju djelovanje nuronskog akcijskog potencijala. 85% pcela radilaca starih
jedan dan ugibaju kada su izloZene 3 minute na — 20°C, dok kod starijih radilica nije uoceno
ugibanje jedinki pri istom trajanju izlaganja toj temperaturi u zamrzivacu (Ebadi i sur., 1980).

Human i suradnici (2013.) iznose protokol za imobiliziranje pcela zamrzavanjem u tri tocke:

1. Uzimanje uzoraka pcela u plasti¢ni kavez
2. Stavljanje kaveza u zamrzivac na -20°C

3. Uzimanje kaveza sa imobiliziranom pcelom nakon 3 minute

Mjerenje tjelesne mase kod pcela moguce je izveti kako za jedinku tako i cijelu
zajednicu. Mjerenje mase, osim za odrasle jedinke pcela, moze se izvesti 1 za larve te za
pojedine djelove tijela, iznose Human i suradnici (2013). Oni takoder iznose i protokol za

mjerenje tjelesne mase odraslih pcela vaganjem:
1. Izjednaciti balans vage sa posudom za mjerenje
2. Staviti pCelu u posudu za mjerenje unutar vage
3. Izvagati pCelu

4. Zapisati izmjerenu vrijednost

U radu o instrumentalnoj inseminaciji, Cobey 1 suradnici (2013) opisuju metodu
disekcije matice i izolaciju spermateke. Matica je prvo zamrznuta u zamrzivacu na - 20°C, 4
do 6 minuta, a zatim je izvagana te su joj izmjereni glava i prsa. Sama disekcija u njihovoj

metodi podijeljena je u Cetiri koraka:

1. Eutanazija matice odstranjivanjem glave

2. Zarezivanje abdomena sa obije strane

3. Obuhvacanje zalca sa pincetom i lagano pomicanje dok se ne otkriju jajnici

4. Lagano pomicati organe dok se ne otkrije spermateka te je zatim pazljivo odstraniti
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Nakon §to su osnovni parametri izmjereni, te nakon §to je iz matice izolirana spermateka,
potrebno je izbrojati spermije unutar spermateke. Neki autori (Cantwell, 1970., Human i sur.,
2013., Paul, 1975.) navode kako je najbrza pouzdana metoda za brojanje spermija unutar
spermateke, te za sli¢na kvantitativna mjerenja, koristenje hemocitometra. Imade i suradnici
(1993.) iznose kako je u tocnosti podataka izmjerenih hemocitometrom mogucée odstupanje
5%. Hemocitometar je staklena plocica se koristi za determinaciju odredenih Cestica koje se
nalaze na istrazivanom polju. On na sebi ugraviranu mrezu i komore za brojanje. Postoji
nekoliko vrsta hemocitometara, a razlikuju se po veli¢ini komore za brojanje koja ovisi o
Cesticama koje brojimo. Svi hemocitometri posjeduju mrezu koja svojim ispreplitanjem tvori
kvadrate unutar kojih brojimo cCestice. Prije upotrebe hemocitometar i pokrovno stakla treba
oprati steriliziranom destiliranom vodom kako bi se izbjegla moguénost kontaminacije
hemocitometra i pokrovnog stakla, a potom ih treba obrisati od vode posebnim papirom za
Cis¢enje leca 1 objektiva kako se nebi ostetili. Potrebno je ranije prirediti odgovarajucu
otopinu sastojaka kaja ¢e se mikroskopirati. Otopinu koja se koristi, nanosi se na rubove
hemocitometra te se hemocitometar pokriva pokrovnim staklom kako bi se napravio pritisak
na mrezu hemocitometra. Nekoliko minuta pokrovno staklo treba stajati na otopini uzorka na
hemocitometru kako bi se uzorak slegnuo u mrezu, te kako bi se bolje i tocnije moglo
pregledati istrazivani uzorak. Hemocitometar se zatim mikroskopira pod odgovaraju¢im
povecanjem. Treba paziti da se pokrovno staklo ne unisti objektivom mikroskopa. Brojimo
Cestice u odgovaraju¢im kvadratima. Mjere se Cetiri rubna kvadrata i centralni kvadrat na
mrezi hemocitometra. Potrebno je prebrojati barem 300 Cestica kako bi se smanjila mogucénost
greSaka pri brojanju, te se takoder treba drzati odredenih pravila prilikom brojanja. Broje se
Cestice koje su cijelim obujmom u kvadratu te one koje se nalaze na desnom i doljnjem rubu

ili gornjem i lijevom rubu (Human i sur. 2013).

Slika 8: Hemocitometar

(izvor: http://www.slideshare.net/AnaAnticevic/brojenje-eritrocital )
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3. MATERIJALI I METODE

Istrazivanje utjecaja starosti matica pcela na broj spermija u spermateci, radeno je u
laboratoriju zavoda za lovstvo, ribarstvo i pcelarstvo na Poljoprivrednom fakultetu u Osijeku.
S fakultetskog pcelinjaka, Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku, te sa Obiteljskog
poljoprivrednog gospodarstva Marina Kovaci¢a uzorkovano je ukupno 210 matica. Stavljene
su u plasti¢ne kaveze i zatim zamrznute na -20°C u zamrzivacu. Matice su skupljane tijekom
lipnja, srpnja i kolovoza 2015. godine. U istrazivanju su koriStene matice stare 0 i 1. godine.
Matice stare 0 godina su mlade matice koje su tek oplodene i izvadene iz oplodnjaka. Matice

stare 1. godinu su bile uzete iz koSnica.

Slika 9: Disekcija matice u laboratoriju

U laboratoriju je koristeno:

. Vaga Kern Alj 250-4AM
Petrijeva zdjelica sa pcelinjim voskom
Entomoloske igle

Laboratorijske Skare

Digitalna mikroskopska kamera Dino Lite 7013

1

2

3

4

5. Skalpeli i pincete
6

7. Svjetlosni mikroskop
8

Ependorf tube
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9. Hemocitometar sa odgovaraju¢im pokrovnim staklom

Slika 10: Vaga - Kern Alj 250-4AM

Slika 11: Dino Lite digitalna kamera

Protokol istraZivanja:

Vaganje matice
Disekcija matice
Mjerenje promjera spermateke

Mjerenje broja spermija

A o e

Statisticka obrada podataka
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Uzorkovane matice prvo su vagane, te im je zapisana tjelesna masa. Nakon vagnja
pristupilo se disekciji. Disekcija je obavljana na petrijevoj zdjelici ispunjenom voskom.
Vosak je prethodno zagrijan do tekudeg agregatnog stanja i istoCen u petrijevu zdjelicu.

Istoc¢eni vosak pusten je nekoliko minuta da se ohladi.

Slika 13: Zagrijavanje voska

Izvaganoj matici odstranjena su krila i noge, kako bi bilo lakSe obaviti disekciju, te je
zatim fiksirana entomoloskim iglama za vosak u petrijevoj zdjelici. KoriStene su dvije
entomoloske igle. Jedna igla je zabodena u prsiSte matice dok je druga igla zabodena u kraj
zatka matice. Potom su lateralno na zatku napravljeni rezovi, po jedan sa svake strane kako bi
se zadak otvorio. Distalno na zatku smjestena je spermateka omedena jajovodom i ovariolama
koje su razmaknute pincetom kako bi se doSlo do spermateke, te kako bi je zatim bilo moguce
izolirati. Spermateka je vrlo osjetljive grade te je bilo potrebno djelovati vrlo pazljivo kako je
se nebi ostetilo i time onemogucilo daljnje mjerenje promjera spermateke i brojanje spermija.
Neke spermateke su prilikom disekcije uniStene, a nekim je spermatekama osteCena samo
membrana, te je radi toga bilo nemoguce odrediti promjer spermateke, no broj spermija se

mogao utvrditi.
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Slika 14: Matica fiksirana entomoloSkom iglom u petrijevoj zdjelici, spremna za disekciju

Slika 15: Matica nakon disekcije

Izolirana spermateka je prebacena pored matice na petrijevu zdjelicu te joj je pomocu
Dino Lite digitalne kamere izmjeren promjer na dvije duzine. Spermateka je organ ovalnog
oblika, omeden duSi¢cnom ovojnicom. Radi ovalnog oblika spermateke, za to¢nu procjenu
promjera bilo je nuzno uzeti dvije duzine te zatim izraCunati srednju vrijednost tih dviju

duzina, to jest promjer spermateke.
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Slika 16: Mjerenje promjera spermateke pomoc¢u Dino Lite digitalne kamere

Slika 17: FizioloSka otopina i ependorf tube

Izolirana spermateka je nakon mjerenja promjera stavljena u ependorf tubu u koju je
prethodno pipetom unesen 1 ml fizioloSke otopine. Spermateka je u ependorf tubi rastvorena
kako bi svi spermiji izasli u otopinu. Otopinu smo zatim nanijeli na hemocitometar, tocnije na
njegovu mrezu sa komorama za brojanje, te je pokrivena pokrovnim staklom i zatim

mikroskopirana.
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Slika 18: Dva hemocitometra koriStena u ovom istrazivanju

Brojanje Cestica uz pomo¢ hemocitometra je najbrza, a pritom i pouzdana metoda
(Human 1 sur.: 2013). Postoji moguénost odstupanja 5 % za dobivene rezultate (Imade i sur.:
1993). Za brojanje Cestica na mrezi hemocitometra pod mikroskopom potrebno je pridrzavati
se odredenih pravila koja olakSavaju brojanje radi velikog broja kvadrata u mrezi i1 time
onemogucuju da se jedna Gestica broji nekoliko puta. Cestice esto prelaze iz jednog kvadrata
u drugi te je bitno znati koje se rubne Cestice broje unutar kojeg kvadrata. Brojali smo
spermije u Cetiri rubna kvadrata, te u centralnom kvadratu na mrezi hemocitometra. Za

izraCun broja spermija koristena je formula:

ukupan broj izbrojeni spermija

broj spermija = X 4 x 10°

broj izbrojeni mali kvadrata

Broj izbrojenih kvadrata iznosio je: 5x16=80

r L 0.04 square mm

3mm<

Slika 19: Kvadrati unutar mreze hemocitometra u kojima smo brojali spermije

(izvor: http://microbebrewer.blogspot.hr/2014/01/yeast-cell-counting-and-viabilty.html )
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Ukupno: Broj spermija / ml

Slika 20: Prikaz obrasca za upis izbrojanih spermija

Slika 21: Spermiji pod mikroskopom

Prikupljeni podatci u istrazivanju:

1. Dob matice

2. Tjelesna masa matice
3. Promjer spermateke
4

Broj spermija unutar spermateke

Izmedu dobivenih podataka gledana je medusobna povezanost, te je izraCunat koeficjent
korelacije, te znacajnost koeficjenta korelacije. Statisticka obrada podataka obavljena je

pomocu programa Statistica 12.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je vrSeno na 210 matica, starosti 0 i 1. godine. Matice stare 0 godina su
izlegnute 2015 godine. Matice stare 1. godinu su izlegnute 2014 godine.. Od ukupnog broja
matica koriStenih u istraZzivanju, uspjeS$no je izolirana 141. spermateka. 3 spermateke su
izolirane, ali zbog oStecenja prilikom izolacije spermateke nije postojala moguénost mjerenja

tocnog promjera, no uspjesno je izmjeren broj spermija.

Tablica : Dobiveni podatci za matice stare 0 godina

Godina koje Tjelesna Promjer Broj spermija
je matica masa spermateke (u
izlegnuta matice (mm) milionima)

(mg)

2015 161,5 1,317 3,6
2015 154,7 - 3,7
2015 143,9 0,988 4,35
2015 185 1,249 3,75
2015 165,6 1,225 3

2015 170,2 1,247 1,95
2015 145,8 1,186 3,25
2015 155,8 1,074 1,45
2015 147,5 1,141 4,2
2015 133,8 1,118 2,25
2015 130 0,989 3,2
2015 170,4 1,079 6,65
2015 180,9 1,147 53
2015 175,9 1,162 4,75
2015 156 1,139 5,6
2015 156,1 1,124 5,6
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2015 169,6 0,957 3,65
2015 137,3 1,178 4,3
2015 138 1,129 2,55
2015 167 1,005 4,9
2015 169,3 1,124 2,2
2015 122,1 1,059 4,55
2015 144,2 1,065 3,2
2015 125,6 1,036 4,05
2015 131,3 0,972 3,65
2015 167,6 1,156 4,5
2015 165 1,108 5,2
2015 129 1,095 4,95
2015 151 0,987 5,05
2015 122,1 1,007 4,3
2015 159 1,173 3,1
2015 152.,8 1,123 5,05
2015 138,1 1,187 4,35
2015 137,6 1,199 4,75
2015 140,6 1,146 6,5
2015 141,6 1,032 3

2015 125 1,04 4,35
2015 117,1 0,939 3,55
2015 126,8 1,029 1,85
2015 161,1 1,134 4,2
2015 156 1,145 2,05
2015 163.4 0,98 4,75
2015 164,8 0,962 3.8
2015 166 1,039 3,9
2015 167,1 1,079 2,7
2015 130 1,056 2,85
2015 145 0,929 3,1
2015 168 1,029 4,7
2015 144,5 1,11 4,85
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2015 147,8 1,146 5,5
2015 200 1,465 5,35
2015 129,4 1,145 5,2
2015 180,3 1,324 2
2015 167,2 1,122 5,5
2015 158,7 1,209 3,3
2015 156,1 1,149 4,4
2015 130,3 0,987 3,7
2015 130,7 1,053 3,6
2015 131,2 0,941 4,25
2015 155,5 1,276 4,1
2015 143,7 1,061 3,25
2015 121,2 0,995 4,45
2015 134,5 1,117 4,45
2015 150 1,005 4,65
2015 163,2 1,201 2,75
2015 138.,8 1,127 3,95
2015 144 1,059 2,35
2015 150,4 1,042 4,5
2015 134,9 0,995 4,55
2015 103,1 0,875 2,75
2015 139 1,026 3,6
2015 113,1 1,175 5
2015 116,1 1,4975 6
2015 109 1,069 3
2015 154.9 1,065 8,45
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Tablica : Dobiveni podatci za matice stare jednu godinu

Godina koje Tjelesna Promjer Broj spermija
je matica masa spermateke (u
izlegnuta matice (mm) milionima)

(mg)

2014 188,3 1,149 3,25
2014 188.,8 1,148 2,15
2014 234,7 1,15 2,55
2014 124,8 1,067 2,5
2014 158,1 1,089 2,4
2014 130 1,002 2,75
2014 155 - 2,1
2014 177 1,001 2,65
2014 183,2 1,325 2,8
2014 211,3 1,145 3,85
2014 191,4 1,226 2,45
2014 190,1 1,151 2

2014 184,9 1,443 3,55
2014 196 1,215 3

2014 189,3 1,144 2,05
2014 150,5 1,008 0,6
2014 - 0,982 2

2014 192,9 0,996 2,4
2014 128,5 0,981 1,7
2014 154,8 1,165 4,15
2014 1314 0,962 4,25
2014 182,4 1,097 3,5
2014 177,5 1,108 2,85
2014 162,5 1,048 3,2
2014 182 1,116 2,65
2014 199,8 1,223 2,95

25



2014 117 0,985 2,2
2014 184 1,166 3,35
2014 144,2 1,008 1,9
2014 179,4 1,188 4,15
2014 159,1 0,993 3,85
2014 113,9 0,817 0,85
2014 173,5 1,054 2,05
2014 119,3 0,916 2,2
2014 180,2 1,013 1,8
2014 153 0,933 2,25
2014 177,77 1,013 2,55
2014 191,3 1,045 2

2014 169,3 1,069 5,05
2014 179,3 0,993 3

2014 122,3 0,914 1,55
2014 143 0,939 2,35
2014 186,4 1,116 2,85
2014 179,6 1,058 2,95
2014 172,8 1,127 2,35
2014 149,6 0,786 0,9
2014 144,8 1,079 2

2014 155,5 0,97 4,2
2014 174,2 0,967 1,7
2014 145,6 1,089 1,95
2014 159.,6 1,307 1,1
2014 161,6 0,957 4,45
2014 105,6 0,961 1,35
2014 148,5 1,249 2,95
2014 166,9 1,121 4,35
2014 144,4 0,99 1,65
2014 153,2 0,91 3

2014 124,5 0,872 2,4
2014 198,2 1,177 3,6
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2014 156,6 1,017 2,7
2014 175,1 1,189 2,25
2014 153,6 1,01 3.4
2014 183,7 1,097 3,1
2014 113 1,267 2,3
2014 162,3 1,133 2,8
2014 118,6 1,149 2,6

Tablica : Prosjecne vrijednosti dobivenih podataka po godinama starosti matice

Starost matica Broj matica Tjelesna masa Promjer Broj spermija
(u godinama) matica spermateka (u milionima)
(mg) (mm)
0 75 149,10 1,09 3,96
1 66 163,16 1,07 2,64

Iz dobivenih podataka vidljivo je da je sa staroS¢u matica rasla njihova tjelesna masa, dok su

promjer spermateke 1 broj spermija padali sa staroS¢u matice, te je utvrdena pozitivna

korelacija 1 signifikantna razlika izmedu navedenih svojstava. Utvrdena je znaCajna korelacija

izmedu promjera izolirane spermateke i tjelesne mase matice. Promjer spermateke je u

prosijeku veci §to je veca tjelesna masa matice.

Promjer
spermateke
(mm) 11

140 160

180

200 220

Tjelesna masa matice (mg)

Grafikon 1: Korelacija izmedu promjera spermateke i tezine matice
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Broj spermija *
(u milionima) _

Starost matice
(u godinama)

Grafikon 2: Odnos broja spermija i starosti matice

o 1 2 3 4 E & 7
Broj spermija (u milionima) kod matica starih O godina

Grafikon 3: Broj spermija kod matica starih 0 godina

35

ao

20

& T
Braoj spermija (u milionima) kod matiea starih 1 godinu

Grafikon 4:broj spermija kod matica starih 1 godinu

Tek oplodene matice, stare 0 godina imale su veéi broj spermija u spermateci. Sa
staro$¢u matice padao je broj spermija. Matice stare 0 godina imale su u prosijeku veci broj

spermija od matica starih jednu godinu.
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5. RASPRAVA

Istrazivanje utjecaja starosti matice na broj spermija u spermateci svojim rezultatima
daje mogucénost pretpostavke same proizvodnje u buduénosti. Primjecuje se kako matice stare
0 godina uglavnom imaju izmedu 3 i 5 miliona spermija u spermateci dok matice stare jednu
godinu imaju izmedu jedan 1 tri miliona spermija te bi to znacilo kako sa staro$¢u matice broj
spermija u spermateci pada. Al Lawati 1 suradnici (2009) navode kako postoji znacajna
razlika u broju spermija kod tek sparenih matica i matica koje su stare jednu godinu (P<
0,0001). Takoder navode kako nije utvrdena znacajna razlika kod broja spermija u spermateci
izmedu matica starih jednu 1 dvije godine. Szabo i1 Heikel (1987) vrSe istrazivanje na
maticama koje su uzgajali od 1982. do 1985. godine. Promatrali su broj spermija u
spermatekama 87 matica starih 0, 1, 2 1 3 godine. Tek oplodene matice imale su 9,77 £ 0,79
miliona spermija, matice stare jednu godinu imale su 7,63 + 0,85 miliona spermija, matice
stare dvije godine imale su 5,57 + 0,64 miliona spermija i matice stare tri godine imale su u
prosjeku 2,08 + 0,62 miliona spermija. Utvrdeno je kako je broj spermija u spermateci padao

sa starS¢u matice.

Lodesani i suradnici (2004) na 12 matica podijeljenih u tri grupe po starosti (2 mjeseca,
12 mjeseci i 24 mjeseca) vrsili su umjetnu oplodnju s 8 pl sjemena. Matice stare 2 mjeseca
imale su 5,1 + 0,9 miliona spermija, matice stare 12 mjeseci imale su 4 + 1,1 milion spermija i
matice stare 24 mjeseca imale su 2,6 £ 0,9 miliona spermija, te su utvrdili kako broj spermija
sa starenjem matice znacajno pada. Matice stare 24 mjeseca imale su znacajno manji broj
spermija u spermateci od matica starih 2 mjeseca (P< 0,05 ). Hatjina i suradnici (2014) iznose
rezultate istrazivanja broja spermija u spermatekama vrsenog na 46 prirodno parenih matica i
na 42 matice koje su umjetno oplodene. Prosjecni broj spermija kod prirodno sparenih matica
iznosio je 2,78 + 0,17 miliona spermija. Najmanji broj spermija kod prirodno sparenih matica
iznosio je 0,7 miliona dok je najvezi broj iznosio 6 miliona spermija. Prosjecni broj spermija
kod umjetno oplodenih matica iznosio je 1,91 &+ 0,16 miliona. Najmanji broj spermija kod ove

grupe matica iznosio je 0,2 miliona dok je najveci broj spermija iznosio 4,5 miliona.
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Harbo (1979) navodi kako je visoka reproduktivna proizvodnja teret za maticu. O tome
govori i ¢injenica kako u vrhuncu sezone matica lijeze do 2000 jaja, a do 12 spermija ulazi u
jedno jaje. U toj Cinjenici autor daje razlog padu broja spermija u spermateci sa staros¢u

matice. U komercijalnoj proizvodnji zato su bitni starost matice i broj spermija u spermateci.

Drugi autori radova na ovu temu iznose sli¢ne podatke kad se govori o utjecaju starosti
matice na broj spermija u spermateci i tu se radi o padu broja spermija u spermateci sa
staroS¢u matice. Postoje i1 razliiti podatci. Drazi¢ 1 suradnici (2015) iznose kako dob matice
nije znacajno utjecala na broj spermija u spermateci te da je matica stara dvije godine imala
vedi broj spermija u spermateci od matice stare jednu godinu, no mlade tek sparene matice u
prosijeku su ipak imale najveci broj spermija u spermateci. Treba istaknuti kako su oni
takoder radili istrazivanje na Kranjskoj pceli i to otklanja moguénost da se ovdje radi o
razli¢itostima kod odredenih pasmina, kao $to treba istaknuti da su radili istrazivanje na 211

spermateka Sto donekle otklanja moguénost veéeg odstupanja.

Od velike vaznosti je 1 utjecaj okoli¢nih ¢imbenika na promatrane parametre. Collins 1
Pettis (2012) u svome znanstvenom radu govore o utjecaju akaricida, regulatora razvoja grinja
na tjelesnu masu matice, veliCinu spermateke i broj spermija u spermateci. Matice su
podijelili u dvije grupe. U jednoj grupi su bile matice koje su uzgajane bez dodavanja
akaricida, dok su u drugoj grupi nalazile matice koje su bile izlozene akaricidu. Matice vece
tjelesne mase, uzgajane bez djelovanja akaricida, imale su veée spermateke i veéi broj
spermija, dok kod matica uzgajanih pod djelovanjem akaricida nije postajala pozitivna

korelacija izmedu navedenih svojstava.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju koristene su matice starosti 0 i 1. godine. Uspjesno je izolirana 141
spermateka od Cega ja za 138 spermateka izmjeren promjer, te je izbrojan broj spermija u
svim spermatekama. Tek sparene mlade matice imale su najve¢i promjer spermateke i najveci
broj spermija. Na temelju dobivenih podataka mozemo zakljuciti postojanje pozitivne
korelacije 1 znacajne razlike izmedu starosti matice i broja spermija u njenoj spermateci. Sa
starenjem matice padao je broj spermija te se smanjivao promjer spermateke. Matice s ve¢om

tjelesnom masom imale su u prosjeku veci promjer spermateke i ve¢i broj spermija.

Matica je najvaznija jedinka u pcelinjoj zajednici. O matici ovisi sveukupna buduénost
zajednice 1 njena produktivnost. Mlade matice su reproduktivno jace, Sto ih ¢ini pogodnijima
za uzgoj. Sa staroS¢u matice pada njena reproduktivna sposobnost. Postoje radovi koji se u
svojim rezultatima ne podudaraju s ovim radom i zato je potrebno dalje istrazivati navedenu
problematiku kako bi se to¢no utvrdile korelacije izmedu pojedinih mjerenja te na taj nacin

bolje pridonijelo samoj proizvodnji.
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8. SAZETAK

Matica je glavna jedinka u zajednici i ujedno jedina Zenska reproduktivno sposobna jedinka.
Dobivanje §to brojnijeg legla ¢imbenik je koji ¢e odlucivati o buduénosti i snazi zajednice.
Istrazivanje povezanosti starosti matice i broja spermija u njenoj spermateci pomaze
utvrdivanju reproduktivne sposobnosti matice u odredenoj dobi i1 daje pretpostavku o daljnjoj

proizvodnji i snazi zajednice.

Istrazivanje je vrSeno na 210 matica, a uspjesno je izolirana 141 spermateka, od kojih je za
138 izraCunat promjer. KoriStene su matice stare 0 i 1. godine, to jest matice izlegnute 2015. i
2014. godine. Izmedu starosti matice i broja spermija u spermateci utvrdena je pozitivna
korelacija 1 znaCajna razlika. Broj spermija izmjerenih u spermatekama matica starih 0 godina
bio je u prosjeku 3,96 miliona, dok je za matice stare 1 godinu on iznosio 2,64 miliona.
Dobiveni rezultati ukazuju na smanjenje broja spermija u spermateci sa staroS¢u matice i

povecanje tjelesne mase matice sa staroscu.
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9. SUMMARY

Queen is the only reproductively capable female and most important individual in honey bee
colony. Strength and future of colony depends on brood production. Finding correlation
between age of the queen and number of spermatozoa in the spermatheca helps to determine
reproductive capability of queen in certain age which will help to assume further production

and strength of colony.

Research was conducted on 210 queen bees, 141 spermatheca was isolated successfully, and
for 138 spermatheca was calculated diameter. In this research 0 (queens laid in 2015) and 1.
(queens laid in 2014) year old queens was used for dissection. Positive correlation and
significant difference was found between the age of queen and number of spermatozoa in
spermatheca. Number of spermatozoa in spermatheca of 0 year old queens was in average
3,96 million and for 1 year old queens was 2,64 million. These results indicate decreasing
number of spermatozoa in spermatheca with age of the queen and increasing of body weight

with age.
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stare 1 godinu on iznosio 2,64 miliona. Dobiveni rezultati ukazuju na smanjenje broja spermija u spermateci
sa staro$¢u matice i povecéanje tjelesne mase matice sa staroscu.

Kljucne rijeci: matica, starost, spermiji, spermateka, proizvodnja.

THE EFFECT OF AGE ON NUMBER OF SPERMATOZOA IN SPERMATHECA OF QUEEN
HONEY BEES (Apis mellifera)

Summary: Queen is the only reproductively capable female and most important individual in honey bee
colony. Strength and future of colony depends on brood production. Finding correlation between age of the
queen and number of spermatozoa in the spermatheca helps to determine reproductive capability of queen in
certain age which will help to assume further production and strength of colony.

Research was conducted on 210 queen bees, 141 spermatheca was isolated successfully, and for 138
spermatheca was calculated diameter. In this research 0 (queens laid in 2015) and 1. (queens laid in 2014)
year old queens was used for dissection. Positive correlation and significant difference was found between
the age of queen and number of spermatozoa in spermatheca. Number of spermatozoa in spermatheca of 0
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